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Nádorová  onemocnění  zapříčiňují  přibližně  30%  příčin  úmrtí  v  české  populaci. Mezi mužskou  částí 
populace  zaujímá  přední místo  karcinom  prostaty.  Incidence  tohoto  onemocnění  byla  v  roce  2010 
celkem 131/100 000 a mortalita 28,4/100 000. S  trendem  stárnutí populace  toto onemocnění hraje 
důležitější  roli.  V  současné  době  existují  k  dispozici  diagnostické  postupy,  které  mohou  odhalit 
nemocné  muže  před  generalizací  onemocnění.  Takovýmto  pacientům  lze  jako  kurativní  metodu 
nabídnout radikální operační výkon, nebo radioterapii. Asi u 1/3 mužů, kteří prodělají kurativní výkon, 
karcinom  prostaty  založí mikrometastázy,  které  se  projeví  jako  tzv.  biochemická  recidiva.  Jelikož 









je  podmínkou  pro možnost  jejich  využití  v  protinádorové  vakcíně. Dále  jsme  optimalizovali  indukci 
apoptózy a nekrózy u prostatických linií LNCaP a DU145 – tento zdroj nádorových antigenů jsme zvolili 
proto,  že  je  z  technických  důvodů  obtížné  získat  pacientovy  autologní  nádorové  buňky  z  prostaty 
v  dostatečném množství  k  přípravě  vakcíny.  Takto  připravené  buňky  prostatických  linií  jsme  poté 
předložili připraveným dendritickým buňkám. 
 
Metodika  přípravy  dendritických  buněk  z  periferních  mononukleárů,  jejich  pulzace,  stanovení 


























a.    Část  vykultivovaných  dendritických  buněk  jsme  poté  vystavili maturačnímu  stimulu  po 
dobu 24hod. V našem případě se jednalo o lipopolysacharid (LPS) nebo poly I:C. 
b.  Na  průtokovém  cytometru  jsme  pozorovali  expresi  povrchových  molekul,  které 
charakterizují takto vykultivované dendritické buňky – HLA‐DR+, CD11c+ a CD14‐, a také 
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nezralých DC,  se  stupněm maturace  klesá.  Část  dendritických  buněk  s dextranem  jsme 
inkubovali  v  termálním  boxu  při  37°C  a  5%  CO2,  část  na  ledu  při  5°C.  Množství 
fagocytovaného  dextranu  poté  stanovujeme  na  průtokové  cytometrii.  Úroveň 
fluorescence dendritických buněk na ledu odpovídá nespecificky vázanému dextranu. Tuto 
hodnotu poté musíme odečíst od  fluorescence  fagocytujících buněk. Z výsledku měření 
vyplývá,  že  i  v  našem  souboru  pacientů  dendritické  buňky  vykazují  fagocytární  aktivitu 
odpovídající stupni maturace, což je jedním z hlavních předpokladů pro úspěšnou pulzaci 
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v době 24hod  jsme pozorovali množství buněk, které přešly do  apoptózy. Ke  stanovení 
biologického stádia jsme použili značení Annexinem a propidium jodidem. Apoptózu jsme 



















v  poměru  4:1  (Tu×iDC).  Následně  jsme  směs  analyzovali  na  průtokovém  cytometru. 
Výsledná data prokazují, že nezralé dendritické buňky pohlcují buňky nádorové (obr.4), což 
je  předpokladem  úspěšné  vakcíny.  Výsledek  jsme  si  také  ověřili  na  konfokálním 
mikroskopu (obr.5) 
 
obr.4 
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obr.5 
 
 
 
 
Shrnutí 
 
Prokázali jsme, že od pacientů ve zvýšeném riziku biochemické recidivy lze získat kultivací z monocytů 
periferní krve dostatečné množství funkčních DC, což je základem pro budoucí přípravu terapeutické 
vakcíny. Dále jsme zjistili, že z technických důvodů nelze použít jako zdroj nádorového antigenu 
autologní prostatickou nádorovou tkáň, proto jsme se zaměřili na možnost pulsace prostatickými 
nádorovými liniemi LNCaP a DU145. Optimalizovali jsme přípravu zdroje nádorových antigenů 
z těchto linií pomocí indukce apoptózy a ověřili jsme, že kultivované DC pacientů v dostatečné míře 
pohlcují tyto nádorové buňky.   Naše výsledky byly nezbytnou preklinickou přípravnou částí 
k následnému vývoji terapeutické vakcíny. 
 
 
 
 
6.2  Imunoterapie pomocí dendritických buněk u pacientů s karcinomem prostaty 
 
V následující publikaci jsme se věnovali optimalizaci přípravy vakcíny pro pacienty s karcinomem 
prostaty v GMP podmínkách. Jako nejlepší medium pro kultivaci dendritických buněk z periferních 
mononukleárů v těchto podmínkách se osvědčilo medium Cell Gro. Ke stanovení nejlépe vyhovujícího 
maturačního činidla byly nezralé dendritické buňky nejdříve maturovány v přítomnosti poly I:C, 
lipopolysacharidu, nebo směsí IL‐1, IL‐6, TNF a PGE2. Takto připravené zralé dendritické buňky byly 
následně pulzovány influenza matrix peptidem. Po kokultivaci  a následné restimulaci s autologními T 
lymfocyty jsme zjistili, že maturace dendritických buněk pomocí poly I:C vede k nejvyšší proliferaci 
specifických T lymfocytů. U našeho modelového pacienta jsme detekovali vyšší podíl regulačních T 
lymfocytů v krvi než u zdravých kontrol. Pomocí aplikace nízkých dávek cyklofosfamidu po dobu 7 dní 
jsme dokázali snížit množství regulačních T lymfocytů v krvi pacienta. V další fázi přípravy vakcíny 
jsme nezralé dendritické buňky pulzovali nádorovými antigeny ve formě apoptotických nádorových 
tělísek z linie LNCaP indukovaných UV ozářením. Takto připravené dendritické buňky in vitro 
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zvyšovaly 5× detekci specifických T lymfocytů po restimulaci. Proliferaci specifických T lymfocytů jsme 
také stanovili u našeho modelového pacienta in vivo po několika dávkách vakcíny. Došlo jak 
k proliferaci specifických T lymfocytů zaměřených proti dendritickým buňkám pulzovaných LNCaP, ale 
také proti PSA. Dále jsme sledovali klinický vývoj onemocnění pacienta, jehož přežití bylo pozitivním 
stimulem k iniciaci klinických studií u pacientů s karcinomem prostaty v různých stádiích onemocnění. 
Podrobný postup přípravy a výsledky jsou uvedeny v článku. 
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6.3  Analýza infiltrátu imunitních buněk u karcinomu ledviny 
 
Nádorová onemocnění různých orgánů se liší interakcí s imunitním systémem. Stejně tak různá stádia 
nádorového onemocnění se liší v zastoupení imunitních buněk v krvi i nádorovém infiltrátu. Pro 
úspěšný vývoj imunoterapeutických metod tak musíme nejdříve pochopit, jak daný nádor 
s imunitním systémem interaguje. V našem případě jsme se zaměřili na pacienty s tumorem ledviny, 
který je výborným zdrojem nádorové tkáně pro charakterizaci imunitních buněk v nádorovém 
infiltrátu.  Stanovili jsme zastoupení dendritických buněk, regulačních T lymfocytů a neutrofilů v krvi i 
nádorech pacientů a výsledky jsme korelovali s klinickým stádiem. Pacienty jsme rozdělili do 2 skupin: 
časné stádium odpovídající nádorům omezeným na ledvinu a pokročilé stádium odpovídající 
nádorům invadujícím přes pouzdro ledviny nebo metastazujícím. Počty dendritických buněk byly 
vyšší v krvi pacientů než u zdravých kontrol. V časném stádiu větší procento dendritických buněk 
v krvi exprimovalo maturační marker CD83, ale také jsme pozorovali vyšší zastoupení 
plasmacytoidních dendritických buněk v nádorovém infiltrátu. Počty neutrofilů v krvi pacientů byly 
vyšší než u zdravých kontrol. V pozdních stádiích stoupal počet infiltrujících neutrofilů v nádorové 
tkáni. Rozdíl v zastoupení regulačních T lymfocytů v nádorech jsme však mezi oběma skupinami 
nepozorovali. Nicméně pacienti měli vyšší počet regulačních T lymfocytů v krvi než zdravé kontroly. 
Tato práce je součástí výzkumného projektu zaměřeného na analýzu imunitního infiltrátu nádoru ve 
vztahu k prognóze onemocnění. Poznatky mohou v budoucnu sloužit k individualizaci protinádorové 
léčby včetně imunoterapie. Podrobný postup i výsledky jsou popsány a diskutovány v přiloženém 
článku. 
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7  Závěr 
 
Ve své práci jsem do problematiky imunologie nádorů urogenitálního systému přispěl těmito 
poznatky: realizovali jsme studii proveditelnosti imunoterapie DC u pacientek s karcinomem ovaria a 
pacientů s karcinomem prostaty. Dendritické buňky připravené z monocytů těchto pacientů jsou 
funkční, mají vysokou fagocytární aktivitu, pohlcují apoptotické nádorové buňky, po maturaci 
exprimují znaky zralých dendritických buněk. U pacientek s karcinomem ovaria indukují specifické T 
lymfocyty. Optimalizovali jsme čas UV ozáření pro indukci apoptózy u nádorových buněk. 
Experimentální metody optimalizované v rámci řady laboratorních pokusů se nám podařilo převést 
do podmínek správné výrobní praxe (GMP), což je podmínkou k aplikaci in vivo pacientům. U prvního 
pacienta, kterému byl přípravek buněčné terapii aplikován, jsme byli schopni detekovat in vivo 
specifické T lymfocyty proti nádorovým antigenům prostaty a potenciální klinický efekt.  V poslední 
části mé práce u karcinomu ledviny jsme stanovili zastoupení jednotlivých buněčných populací 
v nádoru a periferní krvi. Tato studie je součástí výzkumného projektu zaměřeného na analýzu 
imunitního infiltrátu nádoru a imunitních parametrů v periferní krvi ve vztahu k prognóze 
onemocnění. Poznatky získané v tomto výzkumu mohou v budoucnu sloužit k individualizaci 
protinádorové léčby včetně imunoterapie. 
 
Rozvoj vědy i techniky v poslední době umožnil podrobné studium a lepší porozumění imunitnímu 
systému, a to nejen v rámci fyziologických procesů, ale také patologických. Nezdar některých nových 
imunoterapeutických procesů často vede k objasnění příčiny selhání, a tím dále posouvá naše znalosti 
ohledně interakce nádoru s imunitním systémem. Dnes již částečně chápeme, že interakce mezi 
nádorovými a imunitními buňkami se v průběhu růstu nádoru mění, že buňky imunitního systému 
dokážou zpočátku nádorovým buňkám vzdorovat, nicméně nádorové mikroprostředí si v pozdějších 
stadiích imunitní buňky přizpůsobí tak, že růst i metastazování nádoru podporují. Proto hlavně 
v pozdějších stádiích je třeba nejdříve přesně definovat roli imunitních buněk v nádoru a až poté se 
můžeme pokusit imunitní systém stimulovat k eliminaci tumoru. Imunoterapie šitá na míru 
pacientovi je dle mého názoru budoucností léčby nádorových onemocnění. 
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